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図4アフィニティーカラム非吸着画分を用いた
"〃"”転写
核抽出液(NE)と非吸着画分(FT)を用いて
"""”転写を行ない比較した｡図中の記号は図2
に同じ。
図5a領域結合因子とHeLaNF-Iの
DNA結合性の比較
オリゴAアフィニテイーカラムより溶出し
たa領域結合因子とHeLaNF-IのDNA
結合をDNaseフットプリント法で上騨叉し
た。図で記号一はタンパクなし,BOUND
はアフィニティーカラム溶出画分,NF-
IはHeLaNF-Iをそれぞれ反応系に加
えたものである｡同のaとbはそれぞ
れa領域とb領域を示している。レーン
Mはサイズマーカーを流したもの。
－167－
【a領域結合因子の性質】
a領域へ結合する因子がDからの転写の促進に必要なこと力ざ前述の実験で明らかとなっ
た。そこで，この因子の性質を調べるためにアフィニテイーカラムに吸着された成分を
溶出してそのDNA結合性を解析した。先に述べたようにa領域にはNF-Iが認識する
塩基配列が含まれている。NF-IはヒトHeLa細胞で見出されたタンパクで5'-TGG
(A/C)NNNNNGCCAA-3'で表される塩基配列を認識しそこに結合することによりア
デノウイルスDNAの複製に働くことが知られている。a領域には5'-TGGACT-
AGTGCCAA-3'という配列ｶゴ存在するためこの部分にNF-I様タンパクが結合する
可能性力ざある。そこでアフイニテイーカラムから溶出された成分にNF-I様タンパクカ：
含まれているかどうかを調べるため,1.0MKCl溶出画分とHeLaNF-IのDNA結合
性をDNaselフットプリト法により比較することにした。そのため,HeLa細胞からア
デノウイルスDNAの複製に必要な因子として精製したNF-Iを用いた｡オIノゴAアフィ
ニティーカラムより1.0MKClで溶出された画分のフットプリントとHeLaNF-Iのフッ
トプリントを比較すると2つのフットプリントの始まりと終わりの領域は一致しており，
2つの因子はDNAの同じ位置に結合すること力欝わかった（図5,レーン3,4)。した
力欝って,1.0MKClにより溶出されたa領域へ結合する因子はHeLaNF-Iと同一のDNA
結合性を有しており，これはNF-I様タンパクであると考えられる。
【D転写に対するNF-I様タンパクの影響】
これまでの結果より,アデノウイルス12型E1A遺伝子のD転写を促進する因子はa領
域に結合するNF-I様タンパクであると考えられる｡そこで精製されたHeLaNF-I力：
E1A遺伝子の転写を促進するかどうかを調べた｡先の実験に用いたa領域結合因子を失っ
たアフィニテイーカラムの非吸着画分を用いてjれひ"”転写反応を行い，そこに精製し
たHeLaNF-Iを加えてE1A遺伝子のD転写に及ぼす影響を調べた。図6にその結果
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図6〃z""'℃転写に与えるHeLa
NF-Iの効果
核抽出液(NE)と非吸着画分に
NF-Iを加えたもの(FT+NF-
I)を用いて伽〃"”転写を行い比
較した。左図の矢印はP転写，右
図の矢印はD転写産物由来のバン
ドを示す。鋳型としては転写促進
領域を持つDNA(記号W),持た
ないDNA(記号D)を用いた。レー
ンMはサイズマーカーを流したも
の。
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を示す｡非吸着画分を用いた転写反応にHeLaNF-Iを添加するとa領域を持つ鋳型を
用いたときのみD転写が増加した（レーン7，8)。またNF-Iはa領域の有無に拘らず
P転写には影響を与えなかった（レーン3，4)。すなわちHeLaNF-Iはエールリッヒ
腹水癌細胞の核抽出液に含まれるa領域結合因子に代わって，転写を特異的に促進する
ことが明らかとなった｡以上の結果より,a領域に結合してE1A遺伝子の転写を促進す
る因子はNF-I様タンパクであると結論した。
【E1Aタンパクによる自己遺伝子転写の調節】
アデノウイルスE1A遺伝子の転写は自らの遺伝子産物であるE1Aタンパクにより調
節されると考えられている。そこでこれまでの結果から明らかとなったNF-I様タンパ
クによるD転写の促進が,E1A適伝子の自己調節に関係するかどうかを調べることにし
た｡そのためにアデノウイルス12型E1A遺伝子を発現するヒト由来の培養細胞株である
321細胞の核抽出液を用いて"〃"”転写を行った。その結果321細胞の核抽出液中では
Dからの転写の促進は非常に弱いことがわかった。同じヒトの細胞でもHela細胞の核
抽出液では顕著なD転写の促進がみられ，この違いはE1Aタンパクの影響と思われる。
E1Aタンパクは既存の転写調節因子を修飾しその活性を変化させることにより間接的に
転写を調節すると考えられているので321細胞核抽出液でE1A遺伝子のD転写の促進が
みられないのは,a領域に結合するNF-I様タンパクがE1Aタンパクにより修飾され失
活したためではないかと考えられる｡そこで321細胞核抽出液中のa領域結合活性をケル
シフト法により解析した。その結果,E1A遺伝子を発現していないHeLa細胞核抽出液
に認められるa領域結合活性が321細胞核抽出液では認められないことがわかった。した
がって321細胞でD転写の促進が認められなかったのはNF-I様タンパクがE1Aタンパ
クにより修飾されてa領域に結合できなくなったためと思われる。
【まとめ】
アデノウイルス12型E1A遺伝子のDからの転写はウイルスケノム左端近傍にNF-I様
タンパクが結合することにより促進されることがわかった。NF-Iはアデノウイルスケ
ノムの複製因子として働くので,NF-I様タンパクは複製の調節も行なうと予想される。
したがって,アデノウイルス12型ではE1A遺伝子の転写とアデノウイルスケノムの複製
が,同一の因子が1ケ所のDNA結合領域に結合することにより調節されるものと考えら
れる｡このような調節機構は発癌性のない2型や5型アデノウイルスのE1A遺伝子につ
いては存在せず,強発癌性のアデノウイルス12型に特徴的なものと考えられる｡またNF-
I様タンパクのDNA結合性力ざE1Aタンパクによって阻害されることも示唆された。し
たがって,E1A遺伝子転写のみならずウイルスケノム複製もE1Aタンパクによって抑
制される可能性がある。このことは，癌遺伝子産物であるE1AタンパクがE1A遺伝子
転写およびウイルスケノムの複製を抑制することにより感染細胞内での新たなウイルス
粒子生産を停止させ，それにより感染細胞を腫瘍へと導くというこれまで考えられてい
なかった発癌機構の存在を示唆する。よって私の研究は癌ウイルスによる発癌機構を考
えるうえでの新しい視点を提供すると考えられる。
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論文審査の結果の要旨
本論文の審査は，各審査委員が提出された論文の内容につき慎重な審査を行いかつ申
請者と面接した結果並びに口頭発表（平成元年12月13日開催）の内容を踏まえて，平成
元年12月15日開催の論文審査委員会で行われ，以下の通り判定した。
E1A遺伝子はすべてのアデノウイルスのもつ初期遺伝子の一つで,ウイルスの増殖に
必須であり細胞のトランスフォーメイションやガン化に働くこと力ざ判かっている。アデ
ノウイルス12型は2，5型と違い発ガン性をもっており，また12型のE1A遺伝子は2,
5型と違い二つのう°ロモーター(D,P)をもっている。本論文は12型にフ・ロモーターが
二つあることが発ガン性に関係しているのではないかとの観点からE1A遺伝子の転写調
節を核抽出液での転写系を用いて解析したものである。
この論文で小池田はマウス細胞の核抽出液を用いてプロモーターに特異的な転写反応
を行うことに成功し,Dからの転写開始に必要な蛋白が核抽出液中にありこれ力ざNF-I
と呼ばれるウイルス自身の複製に必須な宿主蛋白によく似たものであることをフットプ
リント法やケルシフト法を使って示した｡また12型E1A蛋白を産生している細胞より調
製した核抽出液ではDからの転写が抑制され,NF-I様蛋白が12型E1A蛋白で修飾され
ること及び5型E1A蛋白による修飾は12型によるほど強くはないことも示唆することが
出来た。
NF-I様蛋白が12型E1A蛋白により修飾されるということは12型アデノウイルス自身
の複製もE1A蛋白で阻害される可能性を示唆しており，このウイルスによる発ガン機構
をウイルス複製の面からも研究する必要があることを示唆している。
本論文は12型E1A遺伝子の転写調節にNF-I様蛋白のみならずE1A蛋白自身も関与
していることを示唆する一応まとまったものであり，博士論文に値するものと認定され
る。
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